, e?3b@cenet - Document BibUMM-aphy and Abstract 



Page 1 of 1 



Destruction of contaminating tumor cells in stem cell transplants using 
bispecific antibodies 



□ US5985276 
1999-11-16 

LINDHOFER HORST (DE); MENZEL HELGE (DE); KOLB HANS-JOCHEM (DE) 
THIERFELDER STEFAN (DE) 

GSF FORSCHUNGSZENTRUM UMWELT (DE) 

□ DE1 9649223 



Patent Number: 

Publication date: 
Inventor(s): 

Applicant(s): 

Requested 
Patent: 

Application 

Number: US1 9970922966 19970903 
Priority Number 

(s): DE19961035743 19960903; DE19961049223 19961127 

IPC Classification: A61K39/395; C07K16/28; C07K16/30 

EC Classification: C07K16/28A12 . C07K16/30 . C07K16/46D 

Equivalents: Q EP0826695 . B1. □ JP10179151 . JP3257970B2 



Abstract 



The present invention discloses a procedure for the destruction of contaminating tumor cells in stem cell 
transplants ex vivo using intact bispecific antibodies. 
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Abstract: 

EP 826695 A 



Method for reducing the number of tumour cells in a stem cell graft ex vivo comprises contacting the 
graft with an intact bispecific antibody (a hybrid antibody comprising two different Fab fragments and 
an Fc fragment) that is (A) capable of binding to receptors on T-cells and other cells bearing Fc 
receptors and (B) capable of binding to a tumour-associated antigen on the tumour cells. 

USE - The method is especially used for treating stem cell autografts from patients with mammary 
and/or ovarian carcinoma, leukaemia, lymphoma, testicular carcinoma or other chemotherapy-sensitive 
carcinomas. 

ADVANTAGE - The bispecific antibody not only targets T cells to the tumour cells but also (unlike 
bispecific antibodies comprising F(ab)2 fragments) stimulates cytokine release by the T cells and 
activates accessory cells bearing Fc receptors, e.g. monocytes, macrophages and dendritic cells, giving a 
10- to 1000-fold increase in tumour cell destruction. 
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@ Zerstorung von kontaminierenden Tumorzellen in Stammzelltransplantaten mit bispeziflschen Antikorpern 



(57) Verfahren zur Verminderung der Anzahl kontaminie- 
render Tumorzellen in Stammzelltransplantaten ex vivo, 
dadurch gekennzeichnet daS intakte bispezifische Anti- 
korper, die sowohl an den T-2ellrezeptor-Komplex einer 
T-Zelle, an den Fc-Rezeptor von Fc-Rezeptor-positiven Zel- 
len als auch an tumorassoziierte Antigene auf einer Tu- 
morzetle binden konnen, mit Stammzelltransplantaten, 
die kontaminierende Tumorzellen enthalten konnen, in 
Kontakt gebracht werden, um die Anzahl an kontaminie- 
renden Tumorzellen im Stammzelltransplantat zumindest 
zu verringern. 
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%DE 196 49 223 C2A 
Beschreibung j^ft 



Die Erfindung bclrifft ein Vcrfahrcn zur Zcrstorung von kontaminicrenden Tumorzcllcn in Stammzclllransplanlaten cx 
vivo untcr Vcrwendung intaktcr bispezifischer Antikorper. 
5 Bci etwa 43 000 Neucrkrankungcn/Jahr slcht Bnistkrebs an der Spitze dcr Krcbssiatislik fur Frauen in Dcutschland. 
Wcnigcr als cin Drittcl der Frauen mil Lymphknotenbefall bei Diagnose leben 10 Jahre ohne Ruckfall. 

Vor diesem Hiniergrund wird seit einigen Jahren versucht, mit Hilfc der autologen Knochenmark- und Blutstammzell- 
Transplanlalion in Vcrbindung mit dcr Hoch-Dosis-Thcrapie Paiicntinnen mit ausgedehntem Lymphknotenbefall und 
Fcrnmelastasen cine Lcbcnsvcrlangerung oder sogar Heilung zu crrnoglichcn. Trotz hohcr Ansprechratcn bei dcr Hoch- 
10 Dosis-Thcrapie isl eine Heilung im metastasiertcn Stadium selten. 

Die Thcrapic des metastasiertcn Mammakarzinoms isl heute fast ausschlicBlich pallialiv. In klinischen Phase- 1-Stu- 
dicn konnte gezeigt werden, daB eine Hochdosis-Chemotherapie (HD-CT), gefolgi von einer autologen Knochenmark- 
oder Stammzelltransplantauon (aPBSZT), bei Palientinncn mil chemotherapic-sensiuvem metastasierten Mammakarzi- 
nom klinische Vollremissionen herbeifuhren kann. Die Remissionen sind jedoch zeitlich begrenzt (1, 8-11), meistens 
15 kommt es zu einem Rezidiv. Dabei kann ein Rezidiv aus klonogenen Tumorzellen entstammen, die mit dem Transplantat 
reinfundiert wurden und/oder aus solchen, die die HD-CT in der Patientin uberlebt haben. Mikrometastasen konnen im 
Knochenmark nach Chemotherapie mit der sensitiven RT-PCR fur CK19 bzw. ep-cam, beispielsweise C215, und mit Im- 
munzytologie nachgewieseh werden. Sie sind mit einer ungunstigen Prognose selbst nach HD-CT und autologer Stamm- 
zelltransplantation verkniipft (2). Neue Konzepte zur Elimination von minimal residual disease (MRD) und zur Reini- 
20 gung der Transplantate von kontaminierenden Tumorzellen erscheinen daher notwendig. Nach Erreichen einer Remis- 
sion besteht MRD vermutlich iiberwiegend aus Tumorzellen, die gegeniiber antiproliferativer Chemotherapie durch Ver- 
harren in einem Ruhezustand (kinetische Resistenz) oder Auspragung biochemischer Mechanismen, wie z. B. multi drug 
resistance (MDR), resi stent sind. 

Ein wesehtliches Problem bei der autologen Stammzelltransplantauon ist die Kontamination des Transplantats mit Tu- 
25 morzellen, welche zum Auftreten eines spateren Rezidivs beim Patienten beitragen konnen (12, 13). Urn Stammzell- 
transplantate von kontaminierenden Tumorzellen zu reinigen, wurde bisher hauptsachlich das "Purging" mit immunoma- 
gnetischen Beads eingesetzt. Dabei werden Tumorzellen aufgrund gebundener, eisentragender Antikorper an einem Ma- 
gneten zuriickgehalten und damit aus dem Transplantat entfernt. Nachteile sind der hohe zeitliche und tectinische Auf- 
wand und die damit verbundenen hohen Kosten (ca. 20 000 - DM/Patient). Nach einer solchen in vi trcn Verminderung 
30 der Zahl residueller Tumorzellen kann dennoch - wenn auch verzbgert - ein Rezidiv auftreten. Dies hegt wahrscheinlich 
an der Beschrankung dieser Methode auf das Stammzelltransplantat sowie an TXunorzellen, die sich einem derartigen 
mechanistischen Ansatz, z. B. durch "Verklumpung mit normalen Zellen", entziehen. 

Aus diesen Griinden wurden andere immunologische Ansatze zur Reinigung des Stammzelltransplantats erprobt, wie 
z. B. die Zugabe aktivierter T-Zellen in Kombination mit bispezifischen F(ab')2-Fragmenten zur Redirektion von T-Zel- 
35 len an Tumorzellen (14) in vitro. Es zeigte sich, daB hamatopoetische Stammzellen durch ein derartiges Purgen zwar 
nicht in ihrer Funktion - gemessen in Proliferations-Assays - beeintrachtigt werden. Die Fahigkeit zur Tumorzell-Zer- 
stbrung war in diesen Versuchen jedoch relativ beschrankt (1-2 log Tumorreduktion). Als Nachteil dieses Ansatzes mufi 
auch die Verwendung von zwei Wochen lang kultivierten, praaktivierten T-Zellen angesehen werden, welche den Auf- 
wand hochtreiben und eine Anwendung in der Klinik erschweren. 
40 Die VerofTentlichung (15) betrifft einen bispezifischen Antikorper, der eine durch Cytokin induzierte und durch Kil- 
lerzellen vermittelte Cytolyse von AML-Zellen bewirkt. Bei dem verwendeten bispezifischen Antikorper handelt es urn 
F(ab')2-Fragmente, die die im vorhergehenden Absatz genannten Nachteile aufweisen. 

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein neues Verfahren zur Verminderung der Anzahl kontaminierender 
Tumorzellen in Stammzellpraparaten bereitzustellen, das die aus dem Stand der Technik bekannten Nachteile vermeidet. 
45 Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch das im Anspruch 1 gekennzeichnete Verfahren gelbst. Bevorzugte Aus- 
gestaltungen des Verfahrens ergeben sich aus den Unteranspruchen und aus der nachfolgenden Beschreibung mit den 
Beispielen. 

Die anliegende Abbildung dient zur weiteren Veranschaulichung der Erfindung. 

Die Abb. 1 zeigt die Rolle von akzessorischen Zellen bei der Tumor-Immuntherapie mittels bispezifischer Antikorper 
50 (ADCC = Antibody dependent cell mediated Cytotoxicity). 

Bispezifische Antikorper konnen mit einem Bindungsarm an den T-Zellrezeptor-Komplex der T-Zelle, mit dem zwei- 
ten Bindungsarm an tumorassoziierte Antigene auf der Tumorzelle binden. Sie aktivieren dabei T-Zellen, die durch Frei- 
setzung von Zytokinen die Tumorzellen zerstoren. Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit, daB T-Zellen im Rahmen der 
Aktivierung mit bispezifischen Antikorpem tumorspezifische Antigene iiber ihren Rezeptor erkennen und dadurch eine 
55 dauerhafte Immunisierung eingeleitet wird. Von besonderer Bedeutung ist dabei der intakte Fc-Teil des bispezifischen 
^_-^ntikbrpers t der die Bindung an akzessorische Zellen wie z. B. Monozyten/Makrophagen/Dendriten vermijttelt und dies e 
<%ranlaBt, selbstzytotoxisch zu werden und/oder gleichzeitig wichtige kostimulatorische Signale an die T^Zelle weiter- 
zugeben (siehe Abb. 1). 

ErfindungsgemaB werden im Gegensatz zum Stand der Technik intakte bispezifische Antikorper verwendet. Intakte 
60 bispezifische Antikorper sind aus zwei Antikorper-Halbmolekiilen (j e eine H ~ uncl L-Immunglobulinkette), die jeweils 
eine Spezifitat reprasentieren, zusammengeseut, besitzen dariiber hinaus, wie normale Antikorper auch, einen Fc-Teil 
mit den bekannten Effektorfunktionen. Sie werden bevorzugt durch die Quadrom-Technologie hergestellt. Dieses Her- 
stellungsvcrfahren ist beispielhaft in der DE-A-44 19 399 beschrieben. Auf diese Druckschrift wird zur vollstandigen 
Offcnbarung vollinhaltlich Bezug genommcn. Selbst vcrstandlich sind auch andere Herstellungs verfahren einsetzbar, so- 
65 lange sic zu den erfindungsgemaB notwendigen intakten bispezifischen Anukorpern der obigen Definition fuhren. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden kontaminierende Tumorzellen in Stammzellpraparaten (Leukapheresepro- 
dukten) mittels bispezifischer Antikorper (wie z. B. anti-CD3 XTanii-c-erbB-2, anti-CD3 X anti-Lewis Y und anti-CD3 X 
anu -ep-cam, beispielsweise anti-CD3 X anti-C215) in vitro eliminiert. Das Inkontaktbringen der bispezifischen Antikor- 
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per und der Stammzellen rnitW»ntaininierenden Tumorzellen erfolgt unter soSfeedingungen, die sowohl eine 
Bmdung der bispezifischen Anti^H- an die Tumorzellen und die T-Zellen als auch^Reibehaltung der Lcbensfahie 
ken der Stammzellen gestatten. Die Einhaltung dieser Parameter ist fur die ErhaltungTnd die Vitalitat der Stammzellen 
wie auch der Lymphozyten notwendig. Beispielsweise wird das Stammzelliransplantat (Leukaphcreseprodukt) etwa 
tnnnr^^k ^^ ^ 8 Stunden - mit bispezifischen Antikorpern bei Raumtempcratur und einer Zelldichte von s 
30 000-75 000 Zellen/ul bcvorzugt 30 000-50 000 Zellen/ul, unter leichtcm Schwenken inkubiert. Bei einer Gesamt-' 
zellzanl von ca. 10 x 10" Zellcn/Stammzelltransplantal ist einc bsAk-Menge von 100-500 ug fur die Tumorzellzcrsto- 
rung ausreichend. Em weitcrer wichliger Punkt des erfindungsgemaBcn Vcrfahrens ist die Verwcndung von sogenanntcn 
intakten bispezifischen Antikorpern. Diese sind nicht nur in der Lagc (aufgrund der hier verwendeten Spczifitaten) T-Zel- 
len an die Tumorzellen zu fuhrcn, sondem sie sind aurgrund der EfTektorfunktionen des Fc-Teils dariibcr hinaus geeignel 10 
mittcls Complement vermittelier Lyse oder durch Bindung von Fc-Rczeptor posilivcn Zcllen. wie z. B. Makrophagcn' 
Monozyten oder aktiviertcn ncutrophilen Granulozyten, Tumorzellen zu zcrstorcn. Es konncn somit durch intakte bsAk 
menrere tumorzell-zerstorende Mechanismen gleichzeitig aktivien werden. 

>. . 

Beispiel 15 

a d /fn?S^ ar ^ Cek V ° n intakten bsAk bei der Tum °™llzerst6ning ™ quandfizieren, warden den Leukapheresepro- 
dukten (10» Zellen) eines normalen Spenders (siehe Tabelle 1, Spender 2) und zweier Leukamiepaiienten eine definierte 
Menge (0, 1 %) von Tumorzellen (Brustkrebs-Zellinie MCF-7) beigemischl. Nach 48 h Inkubation des jeweihgen Zellge- 
misches mit 4 ug bsAk (bzw. keinem Antikorper oder der aquimolaren Menge der parentalen Ausgangsantikorper) bei 20 
Raumtemperatur und einer Zelldichte von 50 000 Zellen/ul umer leichtem Schwenken wurden die Zellen in verschiede- 
nen Zelldichten auf 96er (10* Zellen/Loch) und 24er (3 x 10 6 bzw. 1 0* Zellen/Loch) NUNC^-Zellkukur-Rachbodenplat- 
ten ausplattierl Wie sich i nach 2-wochiger Kultivierung zeigte, war nur der bsAk in der Lage, das Tumorzellwachstum 
urn den Faktor 100(M0 000 Gog 3^), gemessen an der Anzahl der Tumorzellkolonien/plattierten Zellen, zu reduzieren 
Das Ergebrus des Tumorkolonie-Wachstums-Assays (Colonogenic A) ist in der nachfolgenden TabeUe 1 zusammenge- 25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



3 



DE 196 49 223 C2 

Tabellc 1 
Tumorkolonic-Wachslum-Assay 
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BiUnami- 




ami-CD3 


CD3XC215 
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6ie 
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0/62-l.axio 7 


24 


616 
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0/6 


96 


12/12 
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0/12 


96 


10/12 


iLd. 


0/12 


Tumor- 






>4k>g 


redaction 







Tumorzellen/ 
MNCs/Loch 
(=0.1%) 



3000/3 x 10c6 
1000 /10e6 
500/5xl0e5 
100/l0c5 



25 



30 



Spender 2 



24 6/6 
24 6/6 
96 12/12 
96 12/12 
Tumor 
reduktion : - 



ltd. 
a.<L 



0/6Z-3xl0 7 

0/6 

0/12 

0/12 

>43Iog 



5000 / 5 xl0e6 

1000/ 10e6 
500 / 5xl0e5 
100/10c5 
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Patients 



24 
24 
96 
96 

Tumor- 
rednktion ; 



6/6 
6/6 
12/12 
12/12 



6/6 
6/6 
12/12 
12/12 



2/6 
1/6 
0/12 
0/12 

3I°g 



4000/4xl0e6 
1000 /10e6 
S00/5xl0e5 
100/10e5 



a) Anzahl der posxriven Locher (Tumorwachstum) von 6 bzw. i2angesetztsaU>cheni 
nacfa 14 Tagea Kuitrvierung. 

MNC = Mono-nucleated-cells 

Das crfindungsgemaBe Verfahren ist nicht nur zur Verringerung von kontaminierenden Jumorzeller ur ' Sj^Og- 
paSSn von Emakarzinom-Pauenunn^ einsetzbar, obwohl es nachfolgend beispudhaft «^ .™ J*™?™^ 
SS2^1«chrieben wird, sondem es kann beispielsweise a M ch zur ^^^SS^lSSS 
len in Stammzellpraparaten von Ovarialkrebspatienten oder von Patienten mit akuten Oder enroruscnen l^u^ , 
L^phonS ^Hodenkarzinom oder anderen Chemotherapie sensitiven Karzinomen ^^^^^^ 
sSEweiUgen, bevorzugt zu venvendenden Antikorper bzw. Antikorperkombinauonen bekannt oder s.e konnen 

beS bdfpSlsS von Paiientinnen mif Matnmakarzinom, insbesondere von f°rtgeschnttenern Jta^™; 

morzellen miltels DurchfluBzytometrie. Kryokonservierung von Tumorzellen „j„n,p mn ihe- 
2 Sc v Lung autologer T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut durch Leukapherese vor B egmn .^^fjrnmunW- 
ZtersuchunR einer moglichen Kontamination des Leukaphereseprodukts rrut Tumorzellen durch Immunha 
Sem^nd S Reining der T-Zel.-Konzentrate von konuminierenden Tumorzellen nut -mmunomagne- 

lischen Beads. 
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3. 2 Zyklen einer Chemot^^fe nach dem EC-Schema (Epirubicin 60 mg/ri^^^clophosphamid 600 mg/m 2 , 
gefolgt von G-CSF (5-10 f^^Tag)), Monitoring der Erholung der Hama^Hb und der Mobilisation von 
CD34+ Zellen nach den Zyklen. 

4. Gewinnung hamatopoetischer Stammzcllen aus dcm Blut durch Leukapherese nach Mobilisation mil Epirubicin/ 
Cyclophosphamid-Chcmothcrapie und G-CSF, wobci mindcstcns 4 x 10 6 CD34+ Zellen/kg gcwonncn werdcn sol- 
len. 

5. Zerstorung kontaminiercnder Tumorzcllen im autologen Stammzellpraparat mit bispezifischen Antikorpem 
(anli-CD3 X anti-c-erbB-2 und anti-CD3 X anti-cp-cam, 500 ug/Paticnl) durch 24-48 h Inkubaiion bci Raumtcm- 
pcratur und eincr Zclldichlc von 30 000-50 000 Zellcn/ul. Kxyokonscrvierung bei -1 80°C. 

6. 2 Zyklen cincr Chemothcrapic nach dcm ET-Schcma (Epirubicin 60 mg/m 2 und Taxol 175 mg/m 2 gefolgt von 
G-CSF (5-10 mg/kg/Tag). Monitoring der Erholung der Hamalopoese und der Mobilisation der CD34+ Zellen. 
Evil. Durchfuhrung einer Leukapherese fur cin Back-up-Praparat. 

7. 3 Wochen nach der letzten Induktions-Chemotherapie myeloablative Hochdosis-Chemotherapie mil Thiotepa 
(600 mg/kg i.v.) und Melphalan (160 mg/kg i.v.). \ 

>C 8. AnschlieBende Reinfu sion autoloqer Stammzellen. , 5 

9. 24 h nach Reinfusion Gabe von 1 mg bsAk zur Restimulation der im Stammzelltransplantat aktivicrten T-Zellen 
und Aufrechterhaltung der Anti-Turnorreaktion mit Vorkehrungen zur Prophylaxe und Behandlurig von anaphylak- 
toiden Reaktionen. Haagen et al. konnten in in vitro- Versuchcn zeigen, daB aufeinanderfolgende Gaben von bsAk 
innerhalb von 3 Tagen die Zerstorung von Tumorzellen significant erhohen. 

1 0. Reinfusion autbldgef T-Zelleri nach der hSmatoprctischen Rekonstitutidn (et wa an Tag 1 4-2 1 ) nach autologer 20 
StanmMUtranspIantation. yerfolgung der T-Zell-Rekonstitution im peripheren Blut durch Durch fluBzytometrie un-' 

ter beso'nderer Briicksichtigung der CD45RA/CD45RO-Ratio der T-Helfer-Zellen. 

1 1 . Gabe von bispezifischen Antikorpem (200 ug/1 mg/2 mg) in vivo in steigender Dosierung, an 3 aufeinanderfol- 
genden Tagen mit Vorkehrungen zur Prophylaxe und Behandlung von anaphylaktoiden Reaktionen. 

12. Nachfolgeuntersuchungen: Beurteilung des Remissionsgrades, Anti-Antikorper-Reaktion gegen Immunglobu- 25 
lin von Maus und Ratte; Monitoring der hamatopoetischen Erholung und der Rekonstitution der T-Zell-Subpopula- 
tionen im peripheren Blut; regelmaBige Nachsorge zur Beurteilung der Dauer einer erreichten Remission. Versuche 
zum Nachweis von tumorspezifischen T-Zellen aus dem peripheren Blut. 

ErfindungsgernaB werden somit bispezifische Antikorper zur Verminderung der Anzahl kontaminierender Tumorzel- 30 
len, beispielsweise von Mammakarzinomzellen, durch deren Zerstorung in Stammzellpraparaten eingesetzt. Bei diesem 
Verfahren redigieren die Antikorper T-Zellen in die Nachbarschaft von Karzinomzellen und aktivieren die T-Zellen zur 
Sekretion von Zytokinen wie Tumor-Nekrose-Faktor a, die zur Lyse der Tumorzelle fuhren. Durch die Aktivierung von 
Makrophagen uber den Fc-Rezeptor am Fc-Teil des bispezifischen Antikorpers wird dieser Zytokin-Effekt noch ver- 
starkt; gleichzeitig konnten der T-Zelle wichtige kostimulatorische Signale von der FcyRI + -Zelle (Monozyt, Makro- 35 
phage, Dendrit) iibermittelt werden, die eine Anergisierung der T-Zelle verhindern. 

Nach erfolgter Transplantauon werden bispezifische Anukorper in steigender Dosierung nach der Reinfusion von au- 
tologen T-Zellen infundiert. In vivo kommt es zu einer Aktivierung von T-Zellen und Lyse residueller Mamma-Karzi- 
nomzelleri. Hier konnten ebenfalls tumorspezifische T-Zellen expandiert werden (neben dem unter Punict 1 erwahnten 
Stammzellpraparat), die bis dahin aufgrund einseitiger Stimulierung am Tumor iiber den T-Zellrezeptor ohne Kostimulus 40 
bzw. durch IL-10-Sekretion des Tumors arierg waren. 

Nach heudgem Kenntnisstand kann die Immuntherapie ihre .yolle Wrkung gegen autologe Tumoren nur im Stadium 
einer geringen Resterkrankung eritfalteny die Kombinauon der Immuntherapie mit Hochdosistherapie und autologer 
Stammzelltransplantation verspricht dafur die besten Aussichten. Aus diesem Grunde sollen die T-Zellen nach AbschluB 
der Chemo- bzw. Strahlentherapie infundiert werden. 45 

Die Herstellung von bispezifischen Antikorpem gehort zum Stand der Technik. Beispielsweise konnen in einem neu 
entwickelten Herstellungsverfahren (4) intakte bispezifische Antikorper in ausreichender Menge produziert werden. Die 
Kombination von 2 bispezifischen Antikorpem gegen 2 unterschiedliche tumorassoziicrtc Anugene (z. B. c-erb-B2, epv 
cam, beispielsweise GA-733-2 = C215)-auf den Mammakarzinomzellen minimiert die Gcfahr, daB Tumorzellen, die nur 
ein Antigen exprimieren/unerkannt bleiben. 

Das Risiko einer Reinfusion vitaler Tumorzellen mit dem T-Zellkonzentrat kann durch die Rcinigung mit Antikorpem 
und immun-magnetischen Beads weitgehend ausgeschlossen werden. Geringe Mengcn rcstlicher Tumorzellen sollen im- 
munhistochemisch sowie mittels RT-PCR fur das C215 Antigen bzw. CK19 nachgewiesen werden. 

Wegen der moglichen Zytokinfreisetzung werden die bispezifischen Antikorper zuerst in niedriger Dosierung und un- 
ter strenger Kontrolle verabreicht. Berichten in der Literatur zufolge wurden vergleichbare bispezifische Antikorper in 55 
einer Menge bis zu 13 mg systemisch ohne wesentliche Neben wirkangen verabrek2tet^;-;Bei-emeT:Ari^ 
von insgesamt 4 mg/Patient sind demnach kaum Nebenwirkungen zu*erwarten. ~ — — — — J^^-~- ~-~T~- 

Nachfolgend wird die Rolle bispezifischer Antikorper bei der Kombination von Chemo- und Immuntherapie zur Zer- 
storung residueller Mammakarzinomzellen im Transplantat und Patienten beschrieben. 

Durch eine G-CSF Behandlung, die zur Mobilisierung von Stammzellen in die Peripherie eingesetzt wird, steigt eben- 60 
falls die Anzahl von FcrRI-positi ven Zellen (5). Dies beruht vor allem auf der durch G-CSF induzierten FcyRI-Expres- 
sion auf neutrophilen Granulozylen. Der hochaffine Fcy-Rezeptor I ist in der Lage, auch heterologe Ratte/Maus-bsAk der 
Isotypkombination Ratte-IgG2b und Maus-IgG2a zu binden (6). Diese Isotypkombi nation ist fur die hier eingesetzten 
bsAk gewahlt, um eine Bindung an die niedrig affineren. aber wesentlich starker verbreiteten Fcy-Rezeptoren vom Typ II 
und ni zu verhindern (6), und damit die Gefahr einer unkontrollierten Zytokinfreisetzung zu minimieren. Eine Dosis von 65 
13 mg eines bsAk mit der sich ahnlich vcrhaltenden Isotypkombination Ratte IgG2b und Maus IgGl wurde bereits in ei- 
ner Phase I-Studie an Patienten getestet. Die toxischen Nebenwirkungen waren gering (Grad I in der WHO-Klassifizie- 
rung) (3), so daB die projektierte Dosis von 4 mg/Paiicnl gut vertragen werden sollte. 
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anf^^H bcsiizt zwei wescntlichc Vortcilc im Hinbli^^fcf c 



Die Bindung des bsAk hcsiizt zwei wescnuicnc vonci.c m. n...u. v cine opiimalc AnU-Tumorwirk- 

samkeit: 

1) FcvRI-positivc Zcllen besitzen die Fahigkcil, miucls ADCC Tumorzellcn zu climiniercn (5). und konnen inso- 
fem JnergTstisch zur Anli-Tumorwirkung dor durch den bsAk an die Tumorzelle herangefuhrten cylotox.schcn T- 

jFcYXosUi^Zellen sind (wie z. B. Monozyten/Dendriten) in der Uge, wichugc ^^^^T^ 
ahnlich wie bei dcr Antigen-Presentation, dcr T-Zclle zu liefem und danrm c.ne Ancrg.s.crung dcrT-Zelle zu ver^ 
hindem. Wie in Abb. . gczeigt. konntcn weiterhin. als erwunschtcs Nebenprodukt, aufgnand der durd , niaklen 
,o bsAk vcrmittclien Inicrakiion von T-Zcllc mil akzessorischer Zcllc und Tumorzellc sogar T-Zellen dcrcn T-Zcllrc- 

SSr^SSSfische Peptide (Uber MHC Antigone auf der Tumorzelle I^^^^ 1 ? u ™^l^"• 
Die fur eine korrektc Akti vierung der T-Zcllc notwendigen Kostimuli wurden ,n dicscr Konstellauon von der akzes- 
sorischen Zcllc (z. B. Monozyt) gclicfert werden. Insofem solltc dcr hier vorgeste lite Ansatz neben J^ h ^ n - 
den direkten T-Zellrezeptor-unabhangigen, durch bsAk vermittelten Tumorzerstorung (Abb. 1 A) ebenfalls tumor, 
spe^zifische T-ZcUen aktivieren und generieren (Abb. IB), die nach Abbau der bsAk we.tertun im Pauenten pa- 
Seren. D.h. mittels intakter bsAk kbnnte ahnlich wie bei gentherapcutischen Ansatzen (z. B. durch Embau von 
kostimulatorischen Antigenen wie B-7 in die Tumorzelle) die Tumortoleranz ,m Pauenten durchbrochen werden. 
Die in Beispiel 1 gezeigten Versuchsergebnisse im syngenen Tiermodell stutzen diese Hypothese. 

Gunstig'in diesem Zusammenhang ist weiterhin; daB die Expression von Fcy-RI nac h G-CSF-Behan ^dl^uf den ent- 
sprechenJen Zellen hochreguliert wird und bsAk mit Fc-Anteil erne wesenthch langere Zirkulauonszeit als z. B. 
bsF?ab')2 Oder bs(scFv) Antikorperfragmente besitzen, so daB wesentlich genngere Dosen mtakter Ak-Molekule Fur erne 
vereleichbare Anti-Tumorwirkung notwendig sind. 

In dem hier vorgestellten Therapieansatz sollen residuelle Tumorzeller^Mikrometastasen zerstort n- 
satz zur Behandlung solider Tumoren oder groBerer Metastasen, bei denen dieobenerwahnien Anukoi^rfr^memeVbr- 
tcile besitzen konnfen, da sie aufgrund ihrer geringeren GroBe eine bessere ^ mo ^ e f^™^SnSmtn 
Situation der Mikrometastasierung intakte bsAk mit ihren bekannten Fc-Antal-abhangigen Effektormechanismen vor- 
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Weiterhin vorteilhaft ist die Tatsache, daB in dem hier vorgestellten Applikationsschema (bis zu zwei Tagen ui vitro- 
30 Inkubation der autologen PBSZ mit 500 ug bsAk) keine die Therapie inhibierenden 

Da der Patient sich nach autologer Starnmzelltransplantation ineinem ^^"PP^^^f^SSSn^Ak 
nehmen, daB gegen die 2 Wochen nach Transplantation in Kombination mit den autologen T-Zellen verabreichten bsAk 

^eg^eAutwl^ 

nigung (DE- A-44 1 9 399) uber Protein A kostengunstig in klinikrelevanten Mengen produziert werden. 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Verminderung der Anzahl kontaminierender Tumorzellen in Stammzelltransplantaten ex vivo, da- . 
durch gekennzeichnet, da6 intakte bispczifische Antikorper, die sowohl an den T-Zellrezeptor-Komplex eincr T- 
Zelle, an den Fc-Rczeptor von Fc-Rezeptor-positiven Zellen als auch an tumorassoziierte Antigene auf einer Tu- 10 
morzelle binden konnen, mit Stammzelltransplantaten, die kontaminierendc Tumorzellen enthalten konnen, in Kon- 
takt gebracht werden, um die Anzahl an kontaminiercndcn Tumorzellen im Stammzelltransplantat zumindest zu 
verringern. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Stammzelltransplantate aus Patientinnen mit einem 
Mammakarzinom oder Ovarialkarzinom oder aus Patienten mit Leukamien verwendet werden^ 15 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB als bispezifische Antikorper anti- 
CD3.X anu-CrerB-2- unoVcder aito CD3 X anti Lewis Y- Antikorper verwendet 
werden, """ msKw*^*-**' 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das Stamm- 
zelltransplantat mit den bispezifischen Antikorpern fur einen Zeitraum von 4-72, insbesondere 24-48 Stunden in- 20 
kubiert wird. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Inkuba- 
tion bei einer Temperatur von 20-25°C t bevorzugt bei Raumtemperatur, erfolgt. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen 

r im Stammzelltransplantat in einer Dichte von 30 000 bis 75 000 Zellen/uJ vorliegen. 25 

7. Verwendung yon intakten bispezifischen Antik6rpern,;tiie sowohl an den T-Zellrezeptor-Komplex einer T-Zelle, 
liber ihren Fc-Teil ah den Fc^Rezeptor von Fc-Rezeptor-positiven Zellen als auch an tumorassoziierte Antigene auf 
einer Tumorzelle binden konnen, zur Verringerung der Anzahl kontaminierender Tumorzellen in Stammzelltrans- 

I plantaten ex vivo. 

8. Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Stammzelltransplantate aus Patientinnen mit 30 
Mammakarzinom und/oder Ovarialkarzinom oder aus Patienten mit akuten oder chronischen Leukamien, Lympho- 
men, Hodenkarzinom oder anderen Chemotherapie-sensitiven Kandnomen gewonnen werden. 

9. Vewendung des in. einem in 
deaPatientenr - * — 

_ - _ 35 

Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 
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Abb.l: 

Die Rolle von akzessorischcn Zellen bei der Tumor-Immuntherapie 
mittels bispezifischer Antikorper 

I 
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